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is  critical  for  DNA  damage  tolerance.  While  the  ubiquitin­conjugating  enzyme 
RAD6 and ubiquitin  ligase RAD18 are known  to mono­ubiquitinate PCNA, how 
they are  regulated by DNA damage  is not  fully understood. We  show  that NBS1 
(mutated  in Nijmegen breakage syndrome) binds  to RAD18 after UV  irradiation 
and mediates  the  recruitment  of  RAD18  to  sites  of  DNA  damage.  Disruption  of 
NBS1  abolished  RAD18­dependent  PCNA  ubiquitination  and  Polη   focus 




homodimers  simultaneously,  and  are  crucial  for  Polη­dependent  UV  tolerance. 






      The stability of the genome is constantly challenged by both intrinsic and extrinsic 
stresses. A mammalian cell  faces approximately 30,000 spontaneous DNA lesions per 
day.  In  addition, many  environmental  factors,  such  as  ionizing  and UV  radiation  and 





ionizing  radiation  (IR)  and  predisposition  to  malignancies  (Carney  et  al.,  1998; 
Kobayashi  et  al.,  2004;  Matsuura  et  al.,  1998).  The  cells  from  a  patient  with  NBS 





where  it  activates  the  DNA  damage  checkpoint  and  regulates  DNA  repair  by 
phosphorylating  specific  substrates  (Uziel  et  al.,  2003).    NBS1  contains  a  conserved 
MRE11­binding  domain  near  the  C­terminus  (682­693  a.a.)  and  an  ATM­binding 
domain  at  the  extreme  C­terminus  (734­754  a.a.)  (Falck  et  al.,  2005;  Richard  et  al., 
2000;  Tauchi  et  al.,  2001;  Tauchi  et  al.,  2002).    Therefore,  the  roles  of  NBS1  in 
homologous recombination and cell­cycle checkpoint regulation are associated with the 
presence of two binding domains at the C­terminus. It has been reported that NBS1 is 
implicated  in  the response  to UV­induced DNA damage as cells depleted of NBS1 by 
siRNA  are  sensitive  to  UV  (Biard,  2007;  Zhong  et  al.,  2005).    However, 
patient­derived  NBS  cells,  which  express  low  levels  of  a  truncated  NBS1  mutant 
lacking  FHA  and  BRCT1  at  the  N­terminus,  shows  normal  UV  sensitivity.  These 
observations  raise  the  question  of  whether  the  C­terminal  region  of  NBS1  has  an 
unknown function in UV tolerance.   
      Translesion  DNA  synthesis  (TLS)  is  a  DNA  damage  tolerance  mechanism 
conserved  from  yeast  to  mammals.  Defects  in  TLS  cause  high  sensitivity  to  UV,  as 
observed  in  a  patient  with  mutated  Polη  (Xeroderma  pigmentosum  variant:  XPV) 
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(Masutani  et  al.,  1999a; Masutani  et  al.,  1999b),  and  in  the RAD18  knockout mouse 




2003;  Yang  and  Zou,  2009).  The  ubiquitin­conjugating  E2  enzyme  RAD6  and  its 
cognate  ubiquitin  E3  ligase  RAD18  are  recruited  to  sites  of  stalled  replication  after 
exposure  to  DNA  damaging  agents,  such  as  UV  and  hydroxyurea,  and  mediate 
mono­ubiquitination  of  PCNA  (Inagaki  et  al.,  2009;  Ulrich  and  Jentsch,  2000).    A 
recent  study  suggested  the  CRL4Cdt2  E3  ligase  also  contributes  to  the  basal 
mono­ubiquitination of PCNA in the absence of DNA damage (Terai et al., 2010). It has 
been  reported  that RAD18 directly binds  to  the ssDNA­binding  replication protein A, 
and  is  recruited  to  ssDNA  generated  at  sites  of  stalled  replication  by  UV­induced 




we  analyze  the  NBS1­deficient  cells  and  show  that  NBS1  interacts  with  RAD18 
through  a  RAD6­like  domain  near  the  C­terminus  of  NBS1  and  recruits  RAD18  to 
UV­induced  DNA  damage.  The  similarity  between  the  RAD18­binding  domain  of 







      To  examine  the  role  of  NBS1  in  response  to  UV­induced  DNA  damage,  we 
measured  the  recruitment  of NBS1  to  sites  of UV­induced DNA damage. When  cells 
were  irradiated with UV  through  5  µm membrane  filters, NBS1 was  localized  to  the 
subnuclear areas of UV damage, which were detected using a cyclobutane pyrimidine 
dimer (CPD) antibody (Figure 1A). Similar results were obtained in cells irradiated with 
UVA  laser  (Figure  S1A). BrdU  labeling  of  cells  revealed  that  the UV­induced NBS1 
accumulation was confined to cells undergoing significant DNA synthesis (Figure S1B). 
Moreover,  while  the  N­terminus  of  NBS1  was  essential  for  IR­induced  NBS1  focus 
formation,  it  was  dispensable  for  the  localization  of  NBS1  to  sites  of  UV­induced 
damage (Figure S1C) (Tauchi et al., 2001). These results suggest that NBS1 is recruited 
to UV­induced damage and DSBs by distinct mechanisms.   
      We  next  analyzed  UV­induced  cell  killing  of  two  cell  lines  derived  from  NBS 
patients, 07166VA7 and 0823HSV. 07166VA7 cells expresses a 70 kDa NBS1 species 
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that  lacks  the N­terminal FHA and BRCT1 domains, which  is similar  to another NBS 
patient with  the 657del5 mutation  (Tauchi  et  al.,  2001; Varon et  al.,  2006).  0823HSV 
cells are homozygous for the C976T mutation in exon 8, which was predicted to cause a 
premature  truncation  at  the  C­terminus  (The  International  Nijmegen  Breakage 
Syndrome Study Group, 2000; Varon et al., 1998). We were unable to detect any NBS1 
in  0823HSV  cells  by  Western  blotting,  presumably  because  the  truncated  protein  is 
expressed at a very low level (Figure 1B). Colony forming assay of these cells after UV 




    Similar  UV  sensitivity  was  observed  in  NBS1­deficient  mouse  cells.  A31­1 
embryonic  fibroblasts  (MEFs) were derived  from 8.5­dpc embryos of NBS1­deficient 
mouse (Matsuura et al., 2004). A31­1 MEFs express a 55 kDa form of NBS1 lacking 
the  N­terminus  (Figure  1B),  which  was  co­immunoprecipitated  with MRE11  (Figure 
S1D).    This  corresponds  to  the  55  kDa  NBS1  fragments  in  NBS  patients  with  the 
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900del25 mutation  in exon 8 or 835del4  in exon 7, which  translate  truncated proteins 
from Met296 (Tanzanella et al., 2003; Varon et al., 2006). MEF and ES cells from the 
NBS1­deficient mice generated by another group (B/B NBS1; Willams et al., 2002) 
express  a  80  kDa  form  of  NBS1  lacking  the  N­terminus,  similar  to  07166VA7  cells 
(Figures 1B and S1E).    Although p70 of human NBS1 is translated from the middle of 
exon  6,  downstream  of  the  657del5  mutation,  mouse  p80  is  translated  from  the 
beginning of exon 6 (Williams et al., 2002).    These MEFs from NBS1­defcient mouse 
express different truncated NBS1 at low levels, and the level of B/B NBS1 is higher 
in  ES  cells  than  in MEFs  (Figure  S1E).  Both  A31­1  and B/B MEF  cells  showed 
elevated  sensitivity  to  UV  and  their  hypersensitivities  were  suppressed  by  the 
introduction  of  full­length  human NBS1  cDNA  (Figures  1B,  1C,  and  S1F).  This UV 
sensitivity of NBS1­deficient MEFs is unlikely due to the presence of truncated NBS1 







NBS1  were  not  significantly  altered  compared  to  control  cells,  the  defects  in  UV 






      UV­induced DNA damage is predominantly removed by nucleotide excision repair 
(NER)  and  thus,  the  UV  sensitivity  of  NBS1­deficient  cells  might  be  indicative  of 
defective NER.    We determined the NER activities of NBS1­deficient cells by ELISA 
using  antibodies  to  (6­4)­photoproduct  (6­4PP). The  removal  of  6­4PP was  similar  in 
OCN1 cells (mouse NBS1+/­), A31­1 cells, and the A31­1 cells complemented with the 
NBS1 p70 fragment, which corresponds  to  the 70 kDa NBS1 species  in NBS patients 
(Figures S3A and S3B). In contrast, the removal of 6­4PP was significantly decreased in 
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XPC­/­  knockout MEFs  (Figure  S3A).  These  results  indicated  intact  NER  activity  in 
A31­1  cells.  Subsequently,  we  analyzed  TLS  in  OCN1,  A31­1  and  complemented 
A31­1  cells  using  UV­induced  Polη  foci  as  a  marker  (Nishi  et  al.,  2009).    Focus 
formation of Polη  was robustly induced in OCN1 cells after exposure to UV, but was 
impaired in A31­1 cells (Figures 2A and S3C). This defect of Polη  focus formation in 
A31­1  cells was  rescued  by NBS1  cDNAs  (both  full  length  and  p70).    Consistently, 
A31­1  cells  showed  severely  reduced  mono­ubiquitination  of  PCNA.  The  defect  of 
mono­ubiquitination  of  PCNA  was  also  completely  corrected  by  full  length  NBS1 
cDNA (Figure 2B). The same restoration was also observed by expression of NBS1 p70, 
indicating that the function of NBS1 in TLS is retained in this fragment. Because PCNA 
is mono­ubiquitinated by RAD18, we next examined  the  formation of RAD18 foci  in 
A31­1 cells. UV­induced RAD18 foci were abolished in A31­1 cells after exposure to 
UV,  and  this  defect  in  RAD18  focus  formation was  corrected  by NBS1  cDNAs  (full 
length  and  p70)  (Figures  2C  and  S3D).  In  HeLa  cells  treated  with  NBS1  siRNA, 
RAD18  also  failed  to  form  foci  after  exposure  to  20  J/m2 UV  (Figures  2D  and  right 
panel of S3D).    RAD18 foci were also observed  in HeLa cells  irradiated with 5 J/m2 
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(Figure S3E).    In response to treatment with hydroxyurea (HU), A31­1 cells were also 
defective  in  PCNA  ubiquitination  and  RAD18  focus  formation,  and  were  highly 




      As  PCNA­mediated  Polη  focus  formation  was  compromised  in  NBS1­deficient 
cells, we next performed epistatic analysis of cells treated with NBS1 siRNA and/or Pol
η  siRNA. Knock down of NBS1 or Polη  elevated UV sensitivity  to similar extents 
(Figure 3A). Simultaneous knock down of NBS1 and Polη  did not further increase UV 
sensitivity  (Figure  3A).  These  results  suggest  that  NBS1  and  Polη  function  in  the 
same  pathway  in  UV  response.    Similar  results  were  obtained  when  UV­induced 
mutation was analyzed using  the  rpsL gene­containing HITEC mouse cells. Depletion 
of NBS1 and Polη  elevated mutation frequency to similar extents after UV irradiation 
and  resulted  in  similar  mutation  spectrums  in  the  rpsL  gene  (Figure  3B).  These 
phenotypes of NBS1­ and Polη–depleted cells resemble those of XPV cells, which lack 
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functional  Polη  (Friedberg EC,  2005; Wang  et  al.,  2007).  Furthermore, when NBS1 




J/m2  (Figure  S4).    This  analysis  revealed  a  significant  decrease  in  translesion  DNA 
synthesis  in  NBS1­deficient  A31­1  cells.  The  medium  length  of  pulse  labeled  DNA 





      Since NBS1 is required for the formation of UV­induced RAD18 foci, the physical 
interaction between NBS1 and RAD18 was examined by co­immunoprecipitation using 
an  RAD18  antibody.    NBS1  co­precipitated  with  RAD18  2  hrs  after  UV  irradiation 
and the interaction decreased thereafter (Figures 4A). This interaction was not mediated 
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by DNA and was more  readily detected  in  the chromatin  fractions  than  in  the soluble 
fractions of UV­irradiated cells (Figure S5A). When Myc­tagged RAD18 was expressed 
in 293E cells, it interacted with Flag­tagged p70 of NBS1 (Figure S5B). Moreover, the 
UV hypersensitivity  of A31­1  cells was  suppressed  by  p70  and  the  even  shorter  p55 
(Figure  S5C).  To  map  the  RAD18­interacting  region  in  NBS1,  we  next  generated 
several  C­terminal  deletion  mutants  of  NBS1  (Figures  4B,  4C,  and  S5D).   
Co­immunoprecipitation  experiments  using  these  deletion  mutants  revealed  that  the 
amino acids 650 to 665 a.a. of NBS1 (D2­2 mutant) are important for the interaction of 
NBS1  with  RAD18  (Figure  4C).  Moreover,  RAD18  failed  to  localize  to  sites  of 
UV­induced damage  in A31­1  cells  and  in A31­1  cells  expressing  the NBS1 mutants 
lacking the RAD18­binding region (D2 and D2­2 mutants) (Figure 4D). While unable to 
bind and localize RAD18, the D2 mutant retains the ability to bind MRE11 and RPA, 
and  to  activate  ATM  (Figures  4C  and  S5E­G).  Mirin,  an  inhibitor  of  the  MRE11 
nuclease, did not block PCNA mono­ubiquitination (Figure S5H).    Consistent with this 
observation,  when  NBS1  (Flag)  and  RAD18  (Myc)  were  co­expressed  in 
MRE11­deficient ATLD cells, NBS1 was co­immunoprecipitated with RAD18, as was 
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that  in  MRE11­proficient  HeLa  cells  (Figure  S5I).    Moreover,  ATLD  cells  were 
sensitive  to  IR but not UV,  although UV­sensitivity was  considerably  enhanced when 
NBS1 was depleted with siRNA (Figure S5J).    Thus MRE11­deficient phenotypes are 
similar to that of NBS1 D3 mutant lacking MRE11­binding domain, which was able to 
bind  to RAD18 and  showed normal UV­sensitivity  (Figures 4C  and 4E).      Together, 
these evidences suggest that NBS1 functions in TLS through the RAD18­binding region, 
which is not directly associated with the functions of MRE11 and ATM.   
      Blast analysis of the RAD18­binding region of NBS1 (639­665 a.a.) revealed that it 
is conserved from amphibians to mammals, but not  in yeast and flies (Figure 5). Both 
NBS1 D2­2 mutant and p55 lacking this RAD18­binding region failed to suppress  the 
UV  hypersensitivity  of A31­1  cells  (Figures  4E  and  S5C).    Deletion  of  amino  acids 
639  to  649  (the D2­1 mutant),  the  less  conserved half  of  the RAD18­binding  region, 
slightly reduced the binding of NBS1 to RAD18 (Figures 4C and 5). Nonetheless,  the 
NBS1 D2­1 mutant was able to restore RAD18 focus formation in A31­1 cells, and to 
suppress  the UV hypersensitivity  of  these  cells  (Figures  4D  and  4E).  In  contrast,  the 
NBS1 D2­2 mutant lacking the more conserved half of the RAD18­interacting region (a. 
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a.  650­665)  failed  to  support  PCNA mono­ubiquitination  and  Polη  focus  formation 






    To  map  the  NBS1­binding  region  of  RAD18,  we  generated  a  set  of 
Myc­tagged RAD18 mutants  lacking  various  known  functional  domains  (Figure  6A). 
Surprisingly,  only  the  RAD18  mutant  lacking  the  RAD6­binding  domain  failed  to 
co­immunoprecipitate NBS1 (Figure 6B).    We noticed that the RAD18­binding region 
of NBS1  exhibits  significant  sequence  homology with RAD6  (59­83  a.a.)  (Figure  5). 
Secondary structure modeling of the RAD18­binding region of NBS1 using the SSpro8 
program  (Baldi  et  al.,  1999)  predicts  two α­helices  with  a  short  linker  sequence 




of  NBS1  and  RAD6,  and  tested  their  effects  on  the  interaction  of  RAD18  with  the 
C­terminus  of NBS1,  in which NBS1  directly  bound  to RAD18  in  vitro  and  in  cells 
(Figures  6C  and  S6D).  As  expected,  the  interaction  between NBS1  and RAD18 was 




affect  the  interaction  between  RAD18  and  NBS1.  Therefore,  RAD18  interacts  with 










and  the  interaction  required  RAD18.  Importantly,  the  interaction  between NBS1  and 
RAD6 requires not only the RAD6­binding domain of RAD18, but also its zinc finger 
domain  (Figure  7A).  Given  that  RAD18  forms  homodimers  through  the  zinc  finger 
domain (Miyase et al., 2005; Ulrich and Jentsch, 2000), our results suggest that RAD18 
homodimers  might  simultaneously  interact  with  both  NBS1  and  RAD6.  To  test  this 
possibility, Myc­tagged  RAD18  and  Flag­tagged  RAD18 were  co­expressed  in  293E 
cells. Myc­RAD18 was co­precipitated with Flag­RAD18 when full­length RAD18 was 
expressed,  confirming  the  formation  of  RAD18  homodimers  in  UV­irradiated  cells 
(Figure 7B). When RAD18 dimerization was  abolished by deletion of  the  zinc  finger 
domain  (Figure  7B),  the  interaction  between RAD6  and NBS1 was  lost  (Figure  7A). 
Accumulation of RAD18 in chromatin is also dependent upon the RAD6/NBS1­binding 
domain of RAD18 (Figure 7B). The focus formation of the RAD18 mutant lacking the 
zinc  finger domain was  severely delayed compared  to wild­type RAD18  (Figure 7C). 
Together,  these results suggest  that RAD18 dimerization  is  important  for formation of 
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     The relevance of NBS1 in UV response is supported by the similar cellular and 
clinical phenotypes of patients with defective Polη and NBS1. Patients with XPV 
(defective Polη) are characterized by high sensitivity to UV, and patients with NBS 
also display a weak sun-sensitive skin reaction, as firstly described by C. Weemaes 











    Our results suggest that NBS1 and Polη function in the same pathway 
during UV response.  Hypermutability is a hallmark of XPV cells; the UV-induced 
mutation frequency in XPV cells is considerably higher than that in wild-type cells 
(Wang et al., 2007). In our mutation experiment using rpsL gene-containing mouse cells, 
NBS1-deficient cells showed high frequency of mutation, and the mutagenic spectrum 
was  similar  to  that  of Polη-deficient cells.    Moreover,  double  knockdown  of NBS1 
and Polη revealed that these two proteins function in a common pathway in response 
to UV lesions. It  has  been  reported  that  RAD18  and Polη  have roles in both 
homologous recombination and TLS (McIlwraith et al., 2005; Szuts et al., 2006). Since 
we previously reported a pivotal role of NBS1 in homologous recombination, the UV 
hypersensitivity of NBS1-defective cells might be due to defective homologous 
recombination. However, the binding of NBS1 to MRE11, a protein implicated in the 
initiation of homologous recombination, is intact in the NBS1 mutant unable to bind 
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RAD18 and hypersensitive to UV. Furthermore, both NBS1 mutant lacking the 
MRE11-binding domain and MRE11-deficient ATLD cells were not sensitive to UV, 
although ATLD cells were sensitive to IR (Figures 4E and S5J).    Importantly, 
sucrose gradient sedimentation analysis provided direct evidence that translesion DNA 




   Our in vivo and in vitro experiments suggest that NBS1 and RAD6 interact with 
the  same  surface  of  RAD18  (Figures  5,  6B­6D  and  S6D).    Disruption  of  the 
NBS1­RAD18  interaction  led  to  defective  PCNA  ubiquitination,  compromised  focus 
formation of RAD18 and Polη, and enhanced cell killing by UV (Figures 2, S3C and 
S3D). We speculate that RAD18 may simultaneously associate with NBS1 and RAD6 
to  carry  out  its  function  in  PCNA  ubiquitination  (Figure  S7).  Consistent  with  this 
hypothesis, we find  that RAD18 homodimers  formed through  the zinc finger domains 
can  interact  with  NBS1  and  RAD6  simultaneously.  It  is  important  to  note  that  the 
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RAD18 mutant lacking the zinc finger domain is able to support PCNA ubiquitination 
in  cells. While  the RAD18 mutant  lacking  the  zinc  finger  failed  to  form  foci  shortly 
after  exposure  to  UVA  or  UVC  (Miyase  et  al.,  2005;  Nakajima  et  al.,  2006),  it  was 
localized to site of UV­induced damage at  later  time points (Figure 7C). These results 
suggest  that  RAD18  dimerization  is  not  strictly  required  for  its  function  in  PCNA 
ubiquitination,  and  that  the  zinc  finger­independent  focus  formation  of  RAD18  may 





        NBS1  likely  functions  upstream  of  RAD18  because  NBS1  is  required  for 
RAD18 focus  formation, whereas RAD18  is not needed  for NBS1  recruitment  to UV 
lesions  (Figures  2  and S6C). How NBS1  is  recruited  to  sites  of UV damage  remains 











      The  RAD6­like  domain  of  NBS1  is  only  found  in  vertebrate  NBS1,  whereas  the 
MRE11­binding domain at the C­terminus and FHA/BRCT domains at the N­terminus 
are conserved  from yeast  to humans  (Tauchi et  al., 2002). This RAD6­like domain of 
NBS1  may  have  emerged  in  vertebrate  NBS1  to  orchestrate  TLS  with  other  NBS1 
functions  in  regulation  of  ATM­mediated  checkpoint/apoptosis  and MRE11­mediated 
homologous recombination repair. Interestingly, the RAD18­binding domain of NBS1 is 
always  retained  in  the  truncated  NBS1  species  in  the  viable  NBS1­deficient  cells. 
Recently, we  identified  an RNF20­binding domain at  the C­terminus of NBS1, which 
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regulates the chromatin reorganization during homologous recombination repair (Figure 
4B) (Nakamura  et  al.,  2011).  Further  analysis  of  the  C­terminus  of  NBS1 may  shed 




E XPE RI M E N TA L PR O C E DUR ES 
Cell Culture and Transfection 
   A31-1 cells (NBS1-deficient cells derived from NBS1-/- mouse), OCN1 cells 
(NBS1+/-), BN+/+ cells (NBS1+/+) and RAD18-/- cells were established from lung 
fibroblasts of NBS1-deficient (chimera) mouse (Matsuura et al., 2004) and Rad18 
knockout mouse (Tateishi et al., 2003), respectively. The NBS cell lines, 
07166VA7, were established from the fibroblasts of patients with NBS (Tauchi et al., 
2002). Similarly, 0823HSV was established from skin fibroblast of Dutch patient with 
NBS1 (Weemaes et al., 1994).  The NBS1-deficient MEF cells and ES cells, B/B, 
were generously provided by Dr. J. Petrini and Dr. Dik van Gent (Brugmans et al., 
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2009; Williams et al., 2002).  The rpsL gene-containing MEF cells were established 
from lung fibroblast of HITEC mouse (Gondo et al., 1996). ATLD2 cells were kindly 
provided by Dr. P. Concannon. Human HeLa cells and 293E cells were used as control 
cell lines. All cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma 
Chemical Co.) supplemented with 10% fetal bovine serum (HyClone) at 37C in a 
humidified atmosphere containing 5% CO2.    The cDNAs of NBS1, RAD18 and RAD6 




The  human/mouse  anti­RAD18,  anti­CPD  and  anti­Polη  antibodies  were  described 
previously (Mori et al., 1991; Ohkumo et al., 2006; Tateishi et al., 2003; Tateishi et al., 
2000). Other antibodies and reagents were purchased from the following manufacturers: 
anti­NBS1  (Novus  Biologicals:  NB100­143,  Gene  Tex:GTX7022,  R&D 
Systems:MAB1573),  anti­MRE11  (Novus Biologicals: NB100­142, Gene Tex: 12D7), 
anti­PCNA  PC­10  (Santa  Cruz  Biotechnology:sc­56),  anti­β­actin  (Sigma:A5316), 
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anti­T7  (Novagen:69522­3),  anti­c­Myc  9E10  (Covance:MMS­150R),  polyclonal 
anti­Flag  (Sigma:F7425)  and  monoclonal  anti­Flag  M2  (Sigma:F1804).  For  the 
immunoprecipitation  assay,  293E  cells  were  transfected  with  8  µg  of  plasmid  using 
Lipofectamine 2000, and 48 hrs later cells were washed with cold PBS and lysed on ice 
for  30 min  in  IP­buffer  (20 mM Hepes­NaOH(pH7.4),  0.2% NP­40,  150 mM NaCl, 
25%  glycerol,  1  mM  EDTA,  1x  protease  inhibitor,  10  mM  NaF,  1  mM  Na3VO4). 
Soluble material was recovered by centrifugation at 3000 G for 5 min. The pellet was 
washed  twice with  lysis  buffer  and  extracted with  IP­buffer  for  30 min  on  ice. After 
sonication  and  subsequent  centrifugation,  this  chromatin  fraction  was  diluted  with 








fluorescent  secondary  antibody,  Alexa­488­conjugated  anti­rabbit  IgG  (Invitrogen).   
For  detection  of  replicating  cells, cells were  labeled  and  immunostained  according  to 
the  method  described  by  the  5­bromo­2′deoxy­uridine  labeling  and  detection  kit  I 
(Roche  Diagnostics:  Mannheim,  Germany).  eGFP­Polη   expression  plasmid  was 
kindly provided by Dr. C. Masutani (Osaka University). For visualization of GFP­fusion 
proteins, OCN1 cells  and A31­1 cells  transiently  expressing eGFP­Polη  grown on a 
coverslip were  rinsed  twice with PBS and  fixed by soaking with 4% formaldehyde at 
4°C for 20 min. After washing,  the cells were mounted on a slide glass. Fluorescence 
was visualized with a confocal laser­scanning microscope (Olympus: Fv300).    At least 
200 cells were counted for quantification of  focus positive cells, which are defined as 
more than 10 foci-containing cells.  
 
RNAi knockdown of NBS1 
A mixture of siTrio RNA oligonucleotides (B-Bridge international) were transfected 
into cells using Lipofectamine 2000 or Lipofectamine RNAi MAX (Invitrogen). 
The following siRNA sequences were used: Human NBS1 siRNA mixture (#1:5′- 
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GUACGUUGUUGGAAGGAAA, #2: 5′- GGGAAAGGGAUGAAGAAAA, #3: 5′
-GGACACAAAACCAGAGUUA), mouse NBS1 siRNA mixture (#1:5 ′
-CGUUGUUGAUGUAGGAAUUA, #2: 5′ -GGGAAAGGGAUGAAGACAA, #3: 
5 ′ -GAUCAGAGCCGGAAAGCAA), mouse Pol η  siRNA mixture (#1:5 ′
-GAAUAAACCUUGUGCAGUU, #2: 5′-GAAAGAGGCUAUUCGGAAA, #3: 5′
-GGAUAGAAUACAUGGGUGA) and non-targeting siRNAs as a control.  
The siRNA-resistant NBS1 expression plasmid was generated by introducing neutral 
mutations in the siRNA-targeting regions. 
 
Mutation F requency Assays 
HITEC MEFcells were transfected with siRNAs as described above. 24 hrs later, cells 
were irradiated with UV (5 J/m2). 72 hrs after, cells were harvested. Analysis of 
mutation was performed as described previously (Gondo et al., 1996; Murai et al., 2000). 
For analysis of mutation spectrum, the rpsL coding region and its surrounding sequence 
(from position −120 to position 375) in each mutant plasmid were determined using an 




Recombinant  RAD18  (0.1  mg)  protein  were  mixed  with  the  indicated  amount  of 
peptides  (N1:  PKKLLLTEFRSLV  [predicted  RAD18­binding  site  in  NBS1],  R1: 
DVSSILTSIQSLL  [RAD18­binding  site  in  RAD6],  C:  AKEESLADDLFRY 
[ATM­biding  site])  and  then  left  on  ice  for  1  hr.    After  that,  0.5  mg  recombinant 
GST­tagged  C­terminal  NBS1  (354­754  a.a.)  was  added  to  these  mixtures  and  the 
RAD18/NBS1 complex were precipitated using Glutathione­Sepharose (GE Healthcare: 
17­5132­01).    RAD18  present  in  these  precipitates  was  detected  by  Western  blot 
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Figure  1.  NBS1  localization  at  sites  of  UV­induced  DNA  damage  and  high 
UV­sensitivity  in NBS1­deficient  cells.    (A) NBS1  localization  at UV  damage  sites 
was  detected  in  HeLa  cells  by  immunostaining  with  a  CPD  antibody  2  hrs  after 
exposure to 100 J/m2 through a 5 µm filter. White bar indicates 10 µm. (B) Expression 
of  NBS1  species  in  cells  from  patients  with  NBS,  07166VA7  and  0823HSV, 
NBS1­deficient mouse cells, A31­1 and B/B, and both control HeLa cells and BN+/+ 
cells  were  determined  with Western  blot.  Immunoprecipitation  from  the  cell  extracts 
was carried out with anti­NBS1 and blotted with NBS1. UV sensitivities of  these cell 
lines were determined with colony formation assay after exposure to 5 J/m2 UV and the 
relative  sensitivities  to  that  of  wild  type  cells  were  indicated.  Error  bars  present  the 
standard errors. (C) UV sensitivity of A31­1 cells (closed squares), cells complemented 
cells  NBS1  cDNA  (open  squares),  BN+/+  cells  (open  circles)  were  determined  with 








NBS1­deficient  cells.    (A) Formation  of Polηfoci was  abolished  in A31­1  cells  but 
not  in cells complemented with NBS1 full  length cDNA and C­terminal (p70:202­754 
a.a.) cDNA and in OCN1 cells 4 hrs after exposure to 20 J/m2. The focus positive cells 








Figure 3.    Epistatic analysis between NBS1 and Polη, and mutation frequency of 
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NBS1-deficient cells.    (A) UV-sensitivities of NBS1- and Polη-deficient cells were 
determined by colony forming abilities after UV exposure. 293E cells were 
down-regulated with NBS1 siRNA and/or Polη siRNA, and 24 hrs later, cells were 
irradiated with 2.5, 5, and 10 J/m2 UV. Error bars represent the standard errors. (B) The 
mutation frequencies in NBS1- and Polη-deficient cells were determined by using rpsL 
gene-containing HITEC mouse.  HITEC MEF cells were down-regulated with NBS1 
siRNA and/or Polη  siRNA, and were irradiated with 5 J/m2 of UV.  After 
subculturing for 72 hrs, cells were harvested and analyzed for mutation frequencies and 
the mutation spectrum in rpsL gene. Error bars represent the standard errors. 
 
Figure 4. Determination of the RAD18­binding region in NBS1. (A) Time course of 
interaction  of  RAD18  and  NBS1  in  293E  cells  after  exposure  to  UV.    NBS1  was 
co­immunoprecipitated with RAD18 antibody  in the chromatin fraction after exposure 
to 20 J/m2. (B) Illustration of NBS1 deletion mutants at the C­terminus. (C) Failure of 
interaction  of RAD18 with NBS1  clones  lacking  639­665  a.a.  (D2)  and  650­665  a.a. 
(D2­2)  after  exposure  to  20  J/m2.    Myc­tagged NBS1  and  Flag­tagged RAD18 were 
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prepared according to the method previously described (Miyase et al., 2005; Tauchi et 







The  survivals  of  each  UV­treated  A31­1  sample  with  complemented  NBS1  mutants 
were  normalized  to  the  vector­transfected  but  undamaged  A31­1  cells.  Error  bars 
represent the standard errors. 
 
Figure 5.    RAD6 consensus sequence domain  in vertebrate NBS1 at 639­665 a.a.   
The conserved region of 639­665 a.a. in mammal NBS1 is divided into two sequences 
640­643  and  649­663,  which  correspond  to  two α­helices,  similar  to  a  domain  of 
RAD6. Red letters indicate the consensus a.a. in mammalian NBS1 and their consensus 
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RAD18  used  in  these  experiments.  (B)  Requirement  of  RAD6­binding  domain  of 
RAD18  for  interaction with RAD18 and NBS1. Myc­tagged RAD18 and Flag­tagged 
NBS1  were  co­expressed  in  human  293E  cells  and  immunoprecipitated  with  a  Myc 
antibody 2 hrs after exposure to 20 J/m2. (C) Recombinant proteins of RAD18 directly 
bound to C­terminus of NBS1, but not to N­terminus of NBS1 and to NBS1 D2 mutant 
lacking  639­669  a.a.  (D)  Inhibition  of  interaction  between  RAD18  and  NBS1  in  the 
presence of  the N1 peptide  in  the RAD6­like domain of NBS1 and  the R1 peptide  in 
RAD18­binding  domain  of RAD6,  but  not  peptide C  in  the ATM­binding  domain  of 
NBS1 (see also Figure 5).   
 







2  hrs  after  exposure  to  20  J/m2.    (B)  Requirement  of  the  zinc  finger  domain  for 
formation  of  the RAD18  homodimer.    Flag­tagged RAD18  and Myc­tagged RAD18 
were  co­expressed  in  293E  cells.    Flag­tagged  RAD18  was  detected  by 
immunoprecipitates  with  a  Myc  antibody  with  full  length  RAD18  but  not  in  clone 
lacking  the  zinc  finger  2  hrs  after  exposure  to  20  J/m2.  The  RAD6  domain  is  also 
required  for  relocation  of RAD18  to  chromatin.  (C) The  time  course  of  RAD18  foci 
formation  in BN+/+  cells, A31­1 cells  and RAD18­/­  cells  complemented with RAD18 
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Human A      58 CLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNS  90!
Human B      88 CLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNS 120!
S.cerevisiae 88 CLDILQNRWSPTYDVASILTSIQSLFNDPNPAS 120!







Human       639 NNDKLQDDSEMLPKKLLLTEFRSLVIKNSTSR 670!
Mouse       637 NSDGLQDSSEELPRKLLLTEFRSLVVSNHNST 668!
Dog         587 INDELEDDGDMLPRKVLLTEFRSLVVNNSTPR 668!
Opossum     637 QNDKLQDSCERLPKNLLLTEFRSLVVSHSGSR 668!
Chicken     638 NHNKLEDDSSRLPSKLLLTEFRSLVVSCPRSN 669!
Xenopus     649 PD--LQGENDALPSRLLLTEFKSLVVSRPVRN 678!








(-)   5    10   20  (-)    5   10  20 mg/ml!






























25-63! 201-225!248-282! 340-395 401-445!
N     C   D2   input!
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Cells were  irradiated with  5  J/m2 of UV  and  incubated  for  30 min.  Then  pulse­labeled with  10 µCi/mL  of 
[U­14C]thymidine (Moravek MC267, 470 mCi/mmol) for 1hr. In a pulse chase experiment, the pulse­labeled 






with  the  QIAamp  DNA  Blood Mini  kit  (Qiagen:  Hilden,  Germany),  and  the  amounts  of  remaining  (6­4) 
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of  the C­terminus,  p55 and p80,  in NBS1­deficient mouse  cells.  (A) NBS1 was  recruited  to  the  sites of 
laser­induced  DNA  damage.  U2OS  cells  were  stained  for  NBS1  and  CPD.  (B)  NBS1  focus  formation  is 
confined to replicating cells, which is stained with BrdU 2 hrs after exposure to 5 J/m2. White arrow indicates 
non­proliferating cells.  (C) FHA/BRCT domains  are dispensable  for  formation of UV­induced NBS1  focus 
but not for formation of IR­induced NBS1 focus. A31­1 cells were transfected with NBS1 p70, which lacks 
FHA/BRCT domains, and submitted  to 5Gy  (IR) and 20 J/m2 (UV). After 2 hrs,  cells were  immunostained 
with NBS1 antibody, (D) The interaction of MRE11 with the truncated NBS1 (p55) in A31­1 cells. NBS1 in 
A9 cells or A31­1 cells were co­immunoprecipitated with MRE11 and analyzed by Western blot with NBS1 
antibody  or  MRE11  antibody.  Asterisks  indicate  a  non­specific  band.  (E)  The  expression  level  of  NBS1 
protein in WT cell, ΔB/ΔB ES cells and ΔB/ΔB MEF cells. The cell lysates were analyzed by Western blotting 
with NBS1  antibody.  (F) UV­sensitivity  of ΔB/ΔB MEF cells  and  the  restoration  by  introduction  of NBS1 
cDNA (full) were determined with colony formation assay after exposure to 5 J/m2.   
                               
 
Figure S2. UV­sensitivity associated with  the amount of NBS1 expression  independently of  the cell 
cycle alteration.    (A) NBS1 was significantly reduced by knockdown with 10 l of siRNA and retrieved 










Figure  S3.    Normal  activity  of  nucleotide  excision  repair  but  defect  in  RAD18  focus  formation  in 
NBS1­deficient  cells  after  exposure  to UV  and HU.  (A) Nucleotide  excision  repair  activities  in XPC­/­ 
mouse  cells  (open  squares),  OCN1  cells  (open  circles),  A31­1  cells  (closed  triangles)  and  the  cells 
complemented with NBS1 p70 (open diamonds) were assayed by removal of 6.4 photo­products by ELISA. 
(B)  The  expression  of  NBS1  species  were  determined  in  BN+/+  cells,  OCN1  cells,  A31­1  cells  and  the 


























Figure  S5.      The  interaction  of  NBS1  and  RAD18  through  the  RAD18­binding  domain  at  NBS1 
C­terminus, which is not associated with the functions of MRE11 and ATM. (A) The effect of EtBr (50 
g/ml)  on  the  interaction  of RAD18  and NBS1  in  the  chromatin  (insoluble)  and  non­chromatin  (soluble) 
fraction  of  293E  cells  2  hrs  after  exposure  to  20  J/m2  of UV.  (B)  Interaction  of RAD18  and NBS1  (full 
length) or NBS1 p70 in 293E cells 2 hrs after exposure to 20 J/m2 of UV. (C) UV­sensitivity of A31­1 cells, 





2  min  after  exposure  to  2  Gy.  (G)  The  interaction  of  RPA34  with  NBS1  (full  length)  or  NBS1  lacking 
RAD18­binding domain  (D2­2 mutant). Myc­tagged NBS1 was  co­immuoprecipitated with Myc antibody 
and  analyzed  by Western  blot with RPA34  antibody.  (H)  PCNA ubiquitination  remained  unchanged  by  a 
treatment  with MRE11  nuclease  inhibitor, Mirin,  although  it  significantly  affected ATM  phosphorylation 
after IR exposure. HeLa cells were exposed to 20J/m2 UV in the presence or absence of Mirin (50 M) and 4 
hrs later, PCNA ubiquitination was determined by Western blot with PCNA antibody.    Similarly, cells were 
exposed  to  10Gy  IR  and 30 min  later,  analyzed  by Western  blot with  pS1981 ATM antibody.  (I) Normal 
interaction  of  RAD18  and  NBS1  in MRE11­deficient  ATLD  cells.  Myc­tagged  RAD18  and  Flag­tagged 
NBS1 were co­expressed  in ATLD cells and MRE11­proficient HeLa cells,  and  then Myc­tagged RAD18 
was immunoprecipitated with Flag antibody 2 hrs after exposure to 20 J/m2. (J) UV­sensitivity of ATLD cells, 
ATLD cells complemented with MRE11, HeLa cells and their counterparts  transfected with NBS1 siRNA. 









formation,  but  not  for  recruitment  of NBS1  to  sites  of UV­lesions. A31­1  cells  lacking  650­665  a.a. 





(D2  mutant)  were  introduced  to  293E  cells,  which  contained  Myc­tagged  RAD18,  and  then,  the 
immuno­precipitates with Flag antibody were analyzed by Western blot with Myc or Flag antibody.   
       






Figure  S7.  Model  for  interaction  of  RAD18  with  NBS1.  (A)  RAD18  homodimers  simultaneously 
interact  with  NBS1  and  RAD6,  and  accumulate  at  sites  of  UV­lesions  by  NBS1  C­terminus.  (B) 
MRE11/RAD50 (MR) / NBS1 complex accumulates at sites of IR­induced DSBs by FHA/BRCT domains 
at NBS1 N­terminus. 
  
 
